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抗体産生機能については，SRBC (Sheep red blood cell)を抗原とし，抗体産生誘導期と発現期








































蜂蜜による免疫機能への影響としては，MonoMac-6単球細胞株の TNF-, IL-1, IL-6の産生増








ローヤルゼリーの免疫機能への影響としては，ローヤルゼリーのMajor royal jelly protein3によ
る抗アレルギー作用や，ローヤルゼリーから分離した脂肪酸である10-hydroxy-2-decanoic acidと
3,10-dihidroxy-decanoic acidによる免疫調節作用や [17, 18]，抗体産生機能の増強が報告されてい
る[19]．また，プロポリスは，蜜蜂が花からの滲出物を集めて作り出される樹脂性の物質であり
[20]，フェノール性の成分を豊富に含んでおり，抗腫瘍作用 [21]，抗酸化作用 [22, 23]，抗炎症




ヘルパー T細胞の TCRとマクロファージの細胞表面に表出したMHC class IIと抗原が結合する





















ルハニーの成分については図 1に示した．凍結乾燥したジャングルハニーを PBS( ) [Phosphate






抗原は，T細胞依存性抗原であるSheep red blood cell (SRBC)を使用した．SRBCは株式会社日
本バイオテスト研究所から購入し，製造後 2週間以内に使用した．SRBCの調製は，SRBC 1ml





2.4 抗体産生（Plaque forming cell assay: PFC法）
2.4.1 ジャングルハニーの投与及び SRBC抗原の免疫
ジャングルハニーと SRBCの投与は，ジャングルハニーを PBS( )で1mg/0.2ml/匹の濃度に
調製後，1  108 個/0.2ml/匹の濃度に調製した SRBCをマウス腹腔内に同時に投与（免疫）し，
ジャングルハニー投与群とした．コントロールとしてPBS( ) 0.2ml/匹と SRBC 1  108個/0.2ml/
匹をマウス腹腔内投与し，これを PBS( )投与群とした．また，ジャングルハニーを PBS( )で
100mg/0.2ml/匹の濃度に調製後，経口投与し，1  108個/0.2ml/匹の濃度に調製した SRBCをマ
ウス腹腔内に同時に投与し，これを経口投与 (p.o.) 群とした．
2.4.2 脾臓細胞の調製
脾臓細胞は，上記で免疫したマウスを 4日後に CO2 で安楽死させた後，腹腔をハサミで切開
し，脾臓を摘出した．摘出した脾臓をR( ) 2mlと金属メッシュを入れた 35  10mm細胞培養
シャーレに入れ，金属メッシュ内で脾臓をハサミで細切後，R( )を 2ml加え，滅菌ガーゼで濾
過し，R( )で混和後，1500 rpm，5分，4Cで遠心洗浄を行い，上清を捨て，沈渣に R( )を加え
全量が 5mlになるように調製した．この脾臓細胞浮遊液 10 lに 0.2％トリパンブルーを 190 l
加え，トリパンブルー色素排除法にて，血球計算盤上で生細胞数を測定し，以下の実験に使用
した．




誘導期の PFCの測定は，上記で調製した脾臓細胞浮遊液 100 l, 25％SRBC 50 l，モルモット
補体（3倍希釈）50 l, R( ) 300 lをエッペンチューブに入れて混合し，Chunninghamチャンバー




発現期による PFC数の測定は，1  108 個/0.2ml/匹の濃度に調製した SRBCをマウス腹腔内
に投与し，投与 4日後に前述の方法で脾臓を摘出し，脾臓細胞浮遊液を得た．この脾臓細胞浮
遊液100 l, 25％ SRBC 50 l，モルモット補体（3倍希釈）50 l, R( ) 200 lと，PBS( ) 100 lま
たはジャングルハニー 100 l（最終濃度 10 g/mlまたは 100 g/ml）を 1.5mlチューブに入れて






を約 8ml 注射し，腹腔をよく揉み，22G の注射針に付け替えた注射器で腹腔洗浄溶液を回収
した．回収後，洗浄液を1000 rpm, 4C, 10 分間遠心した後，上清を捨て，沈渣に R(+) 培養液
（RPMI1640, 500mlに 10％ FCS，ペニシリン100U/ml，ストレプトマイシン 100 g/mlを含んだ）




2.6.1 SRBCの FITC (fluorescein isothiocyanate)標識と投与
上記で調製した SRBCを PKH67 Green Fluorescent Cell Linker Mini Kit (SIGMA)を使用し，FITC
標識した．SRBC（5  108個）に PKH67 (4  10 6 M)を 1ml加え，5分間放置し，1％ BSA 2ml
を加え，1分間放置した．その後，R(+)を 4ml加え，2000 rpm, 4C, 10分間遠心洗浄を行った．
遠心洗浄の後，上清を除去し，R(+)を10ml加え，2000 rpm, 4C, 10分間，3回遠心洗浄を行った．
さらに，3回の遠心洗浄後，上清を除去し，0.85％ NaClを10ml加え，2000 rpm, 4C, 10分間，2









ジャングルハニー 1mg/0.4ml/匹，または PBS( ) 0.4ml/匹をマウス腹腔内に投与し，投与の 4日
後，前述と同様の方法で，腹腔細胞浮遊液と脾臓細胞浮遊液を得た．この細胞浮遊液をPBS( )で
1  106個/mlに調製した．この細胞浮遊液100 l（1  105個）に FITC標識した抗 CD3抗体 (B.D.
Bioscience) 0.5mg/ml，抗 CD19 抗体 (B.D. Bioscience) 0.5mg/ml，抗TCR 抗体 (B.D. Bioscience)
0.5mg/ml, PE (phycoerithrin)標識した抗 CD86抗体 (B.D. Bioscience) 0.2mg/ml，抗MHC class II抗
体 (B.D. Bioscience) 0.2mg/ml，抗 CD4抗体 (B.D. Bioscience) 0.2mg/ml，抗 CD28抗体(eBioscience)
0.2mg/mlを PBS( )で 5 g/100 lに調製した抗体希釈液と 4C, 45分間反応させた．非染色と
して，細胞浮遊液 100 lに PBS( ) 100 lを加え，同様に反応させた．反応終了後，FACS緩衝
液（9.6 gの NaN3, FCS 10ml, 10mg/mlの Ca2+, Mg2+溶液10mlに蒸留水を加え全量で 1000mlに
したもの）を 2ml加え，1000 rpm, 4C, 10分間遠心洗浄を行った．遠心洗浄後，上清を除去し，
500 lの FACS緩衝液を加え FACSort (BD)を用いて，FL-1（Fluorescence-1: 緑色蛍光）とFL-2
（Fluorescence-1: 赤色蛍光）を測定し，各抗原陽性細胞比率を測定した．また，マクロファージ








収する操作を行い，この操作を 5回行い，回収液を気管支肺胞洗浄液 (Broncho Alveolar Lavage:
BALF)とした．肺胞マクロファージの調製は，BALFを 1500 rpm, 4C, 10分間遠心後，上清を
取り除き，沈渣に R(+) 0.5mlを加え，肺胞マクロファージ浮遊液とした．この細胞浮遊液 10 l
に0.2％トリパンブルー 10 lを加え，色素細胞排除試験法により血球計算盤で生細胞数を測定
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し，肺胞マクロファージ浮遊液を5  105 個/mlの濃度に調製した．
2.9 サイトカインと NF-B mRNAの発現
2.9.1 腹腔細胞と肺胞マクロファージの培養
前述で調製した腹腔細胞 1  105個/100 l/wellまたは肺胞マクロファージ 5  104個/100 l/well
を 96 well細胞培養プレート (FALCON)に加えた後，R( )を 100 l，またはジャングルハニー溶
液 100 l（最終濃度 10 g/ml～500 g/ml）を各 wellに添加し，5％ CO2下，37Cで 24時間培養
した．
2.9.2 腹腔マクロファージの培養
前述で調製した腹腔細胞 1  105 個/100 l/wellを 96 well細胞培養プレートに加え，5％ 37C
で 2時間放置した．2時間後，上清を除去し，非付着細胞を取り除き，付着細胞を腹腔マクロ
ファージとした．その後，腹腔マクロファージにR(+) 100 lを加え，R( )を 100 l，またはジャ
ングルハニー溶液 100 l（最終濃度 500 g/ml）を各 wellに添加し，5％ CO2 下，37Cで 24時
間培養した．
2.9.3 全 RNAの抽出
細胞を 24時間培養後，上清を除去し，SolutionD (Denaturing solution)を100 l加え，各 well
の細胞を溶解し，回収した．この操作を 2回行い，1 wellにつき計 200 lの培養細胞抽出液を
回収した．それぞれの回収した細胞抽出液を 200 l, H2O-phenol 200 l, 2M-Sodium Acetate 20 l,
CIAA (Chloroform isomylalchol) 80 l加え，4C, 15000 rpm, 5分間遠心した．遠心後，上清 200 l
を取り，この上清に 100％エタノール400 l加え攪拌し， 20Cで 1時間静置した．その後，4C,
15000 rpm, 30分間遠心後，上清を除去し，沈澱に SolutionD 300 l, phenol/CIAA 300 l加えて攪
拌し，20C, 15000 rpm, 5分間遠心した．遠心後，上清を 300 l取り，この上清に 100％エタノー
ル700 l加えて攪拌し， 20Cで 1時間静置した．その後，4C, 15000 rpm, 20分間遠心後，上清





上記で得た全 RNAに滅菌水 10 l, random primer（宝酒造）1 l加えて攪拌し，軽く遠心後，パラ
フィルムを巻いて 65Cで 5分間静置した後，5分間氷冷中に静置した．その後，DTT (Dithiothreitol)
(invitrogen) 4 l, 5  First-Strand Buer (invitrogen) 8 l, 25mM dNTP (Deoxynucleoside triphosphate)
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0.8 l, MLV (Murine leukemia virus) (invitrogen)，滅菌水 15.2 l加えて攪拌し，軽く遠心した後，
37Cで 45分間静置し，全 RNAからcDNAへの逆転写反応を行った．その後，65C, 10分間処
置しMLVを失活させ，10分間氷冷中で静置し，cDNAを作成した．
2.9.5 PCR (polymerase chain reaction)
各サイトカイン，NF-B mRNA 及び -actin mRNA の発現を検討するため，上記で調製し
た cDNAサンプル 1 l，下記のsense, anti-sense各プライマー (invitrogen)をそれぞれ 0.75 l, 2 
GoTaq Green Master Mix (Promega) 10 l，滅菌水 7.5 l加え，混合した．この混合液を DNA Engine
Thermal Cyclerを用いて，TGF-は 26サイクル，-actin, IL-1, IL-10は 30サイクル，NF-Bは
32サイクル，IL-5, IL-6は 35サイクル，IL-4, IL-12は 36サイクル行い，cDNAを増幅した．な































8％アクリルアミドゲルを作成し，上記で増幅させた PCR産物 20 lをゲルコームに注入し，
40mAで約 90分間，電気泳動を行った．分子量マーカーは，pBR322DNA-MSP I Digestを使用
した．電気泳動後，ゲルをエチジウムブロマイド (1 g/ml)で 20分間染色し，蒸留水で軽く洗
い，BioDoc-Itシステム (UVP)で泳動画像を取り込んだ．
2.9.7 サイトカイン及び NF-B mRNA発現比率





非付着細胞の分離は，前述で得た脾臓細胞浮遊液を 5  106個/mlに調製し，96 well細胞培養
プレートに 5  105個/100 l/well加え，37Cで 2時間放置した．2時間後，上清を回収し，これ
を非付着細胞分画とした．
2.10.2 B細胞の分離
前述で得た脾臓細胞浮遊液を 1  107個/40 lに調製し，脾臓細胞 40 lにBiotin-Antibody Cocktail
（抗 CD43抗体，抗 CD4抗体，Ter-119抗体を含む）10 lを加え，4Cで15分間放置した．15分
後，MACS buer［PBS( )に 0.5％ FCS, 5mM EDTAを加えたもの］30 lとAnti-Biotin MicroBeads
10 lを加え，4Cで 15分間放置し，脾臓細胞中の B細胞以外の細胞を磁気標識した．反応終了
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後，2mlのMACS buerを加え，混和後，1500 rpm, 4C, 10分間遠心洗浄を行った．遠心後，上
清を取り除き，MACS buer 1mlで懸濁した．磁気標識した脾臓細胞を autoMACS Pro Separator
(Miltenyi Biotec K.K.)を使用し，磁気標識されていない細胞を分離し，この細胞を B細胞浮遊
液とした．分離後，B細胞浮遊液を 1500 rpm, 4C, 10分間遠心した．遠心後，上清を取り除き，
R(+) 1mlで懸濁し，トリパンブルー色素排除法にて，血球計算盤上で生細胞数を算定し，B細
胞浮遊液を 5  106 個/mlに調製した．
2.10.3 細胞増殖
全脾臓細胞，上記で分離した非付着細胞，B細胞を 5  106 個/mlに調製し，96 well細胞培養
プレートに，この細胞浮遊液 100 lと，ジャングルハニー溶液（最終濃度 500 g/ml）を 100 l











した．OHpak SB-802HQカラム (Shodex)を用いて，ジャングルハニー100mg/mlを流速 0.5ml/min
で PBS( )により溶出した．0～60分間溶出し，10分間隔で分取し，0～10分をフラクション 1
(Fr. 1)，10.01～20分を Fr. 2, 20.01～30分を Fr. 3, 30.01～40分を Fr. 4, 40.01～50分を Fr. 5, 50.01
～60分を Fr. 6として分画した．分画後，SC250 Express Speed Vac R Concentrator (Thermo)を用
いて 24時間凍結乾燥させた後，各分画の重量を測定し，PBS( )で 10mg/mlに調製した．それ
ぞれの分画は，PBS( )で 1mg/0.2mlの濃度に調製し，SRBC 1  108 個/0.2mlと同時にマウス
腹腔内に投与し，投与の 4日後に前述の方法で PFC数を測定した．また，サイトカイン mRNA
発現は，Fr. 2 を最終濃度 1mg/ml に調製し，腹腔細胞に加え，24 時間培養し，前述と同様に

















与の場合，脾臓 1個あたりの PFC数は，PBS( )投与群 2.96  1.82  104 個/脾臓(mean  S.D.)，
ジャングルハニー投与群 9.26  3.69  104で，ジャングルハニー投与により有意 (p < 0.001)な増
加が認められた（図 2b）．脾臓細胞 1  106個あたりの PFC数は，PBS( )投与群 198.56  32.16/
脾臓細胞 1  106 個 (mean  S.D.)，ジャングルハニー投与群 450.95  203.87で，ジャングルハ
ニー投与により，有意 (p < 0.001)な増加が認められた（図 3a）．また，経口投与の場合，脾臓
1個あたりの PFC数は，PBS( )投与群 4.50  1.68  104，ジャングルハニー投与群 8.30  2.65
 104 で，ジャングルハニー投与により有意 (p < 0.05)な増加が認められた（図 2b）．脾臓細胞
1  106 個あたりの PFC数は，PBS( )投与群 358.09  98.10，ジャングルハニー投与群674.07 
262.11で，ジャングルハニー投与により有意 (p < 0.05)な増加が認められた（図 3a）．
3.1.2 発現期
発現期の PFC数は，PBS群 384.23  96.00/脾臓細胞数 1  106 個 (mean  S.D.)，ジャングル
ハニー 10 g/ml, 100 g/ml群 358.82  155.62, 414.99  82.83で，3群間で有意な差は認められな
かった（図 3b）．
3.1.3 脾臓細胞数
脾臓細胞数は，ジャングルハニー腹腔内投与において，PBS( )投与群 1.63  0.34  108 個/匹




*: p < 0.05, ***: p < 0.001
図 3 ジャングルハニー投与による抗体産生機能への影響
：PBS( )投与群， ：JH投与群，*: p < 0.05, ***: p < 0.001
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（図5c）．また，貪食細胞陽性比率は，PBS( )投与群 24.38  2.84 (mean  S.D.)，ジャングルハ
ニー投与群 29.56  5.51で，PBS( )投与群とジャングルハニー投与群間で有意な差は認められ
なかった（図 5d）．








程で重要な抗原提示を担っている腹腔マクロファージの細胞表面抗原MHC class II, CD86, T細
胞の細胞表面抗原 TCR, CD28, CD3, CD4及び B細胞の細胞表面抗原である CD19の陽性細胞比
率を検討した．
3.3.1 腹腔マクロファージ
腹腔マクロファージの領域は，GATE1（図 6a）を用いて検討した．MHC class IIの陽性細胞比
率は，PBS( )投与群 80.52  7.36 (mean  S.D.)，ジャングルハニー投与群 83.94  5.07で，両群
において有意な差は認められなかった．CD86の陽性細胞比率は，PBS( )投与群 80.79  5.00，





群 26.63  6.94 (mean  S.D.)，ジャングルハニー投与群 38.16  8.62で，PBS( )投与群と比べ，




PBS( )投与群 59.67  5.55，ジャングルハニー投与群 61.45  3.09で，両群において有意な差は
認められなかった．CD4陽性細胞比率は，PBS( )投与群 61.09  4.51，ジャングルハニー投与群
63.28  6.39で，両群において有意な差は認められなかった．TCR陽性細胞比率は，PBS( )投
与群 67.88  5.29，ジャングルハニー投与群 63.36  1.71で，両群において有意な差は認められ
なかった．CD28陽性細胞比率は，PBS( )投与群 82.36  1.61，ジャングルハニー投与群 82.11 
1.29で，両群において有意な差は認められなかった（図 7b）．なお，Dot Plotに関しては，PBS( )
投与群とジャングルハニー投与群間において変化は認められなかった（図 7a）．





IL-1 mRNA発現比率は，ジャングルハニー非添加 0.89  0.14 (mean  S.D.)，ジャングルハ
ニー 10 g/ml, 100 g/ml添加 1.10  0.13, 1.09  0.13で，非添加と比べ，ジャングルハニー添加
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図 7 ジャングルハニー投与による脾臓細胞の細胞表面抗原への影響
：PBS( )投与群， ：JH投与群，*: p < 0.05
において有意 (p < 0.05)な増加が認められた．IL-6 mRNA発現比率は，非添加 0.06  0.15 (mean
 S.D.)，ジャングルハニー 10 g/ml, 100 g/ml添加 0.34  0.07, 0.29  0.21で，非添加と比べ，
ジャングルハニー添加において有意(p < 0.01)な増加が認められた（図 8a）．IL-12 mRNA発現比
率は，非添加 0.38  0.09，ジャングルハニー 10 g/ml, 100 g/ml添加 0.37  0.12, 0.32  0.08で，
非添加と比べ，ジャングルハニー添加において有意な差は認められなかった．IL-10 mRNA発現
比率は，非添加 0.40  0.18，ジャングルハニー 10 g/ml, 100 g/ml添加 0.32  0.08, 0.30  0.09
で，非添加と比べ，ジャングルハニー添加において有意な差は認められなかった．TGF- mRNA
発現比率は，非添加 0.60  0.23，ジャングルハニー 10 g/ml, 100 g/ml添加 0.46  0.20, 0.49 
0.38で，非添加と比べ，ジャングルハニー添加において有意な差は認められなかった（図8b）．
3.4.2 腹腔マクロファージの IL-1と IL-6 mRNA発現比率
腹腔細胞で IL-1と IL-6mRNA発現の増加が認められたことから，IL-1と IL-6の主要な産
生細胞である腹腔マクロファージについて検討した．IL-1 mRNA発現比率は，非添加 0.76 
0.05 (mean  S.D.)，ジャングルハニー500 g/ml添加 1.21  0.01で，非添加と比べ，ジャングル
ハニー添加において有意 (p < 0.01)な増加が認められた．IL-6m RNA発現比率は，非添加 0.00
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図 8 ジャングルハニーによる腹腔細胞のサイトカイン mRNA発現比率への影響
：非添加， ：JH 10 g/ml， ：JH 100 g/ml，*: p < 0.05, **: p < 0.01
 0.00で全く発現が見られなかった．一方，ジャングルハニー 500 g/ml添加0.49  0.08で，非
添加と比べジャングルハニー添加において有意 (p < 0.01)な増加が認められた（図 9a）．
3.4.3 腹腔マクロファージの NF-B mRNA発現比率
ジャングルハニーにより，IL-1と IL-6 mRNA発現の増加が認められたことから，IL-1と
IL-6の転写因子であるNF-B mRNA発現について検討した．NF-B mRNA発現比率は，ジャン
グルハニー非添加 0.60  0.02 (mean  S.D.)，ジャングルハニー 500 g/ml添加 0.88  0.09で，非
添加と比べ，ジャングルハニー添加において有意 (p < 0.01)な増加が認められた（図 9a）．
3.4.4 肺胞マクロファージの IL-1 mRNA発現比率
腹腔マクロファージにより IL-1mRNA発現の増加が認められたことから，肺胞マクロファー
ジについて同様に検討した．IL-1 mRNA発現比率は，非添加 0.15  0.21 (mean  S.D.)，ジャン
グルハニー 100 g/ml, 500 g/ml, 1mg/ml添加 0.84  0.06, 1.20  0.04, 1.12  0.06で，非添加と比
べ，ジャングルハニー添加において有意 (p < 0.05)な増加が認められた（図 9b）．
3.4.5 脾臓細胞の IL-4と IL-5m RNA発現比率
B細胞の増殖と分化に関与している Th2から産生される IL-4と IL-5について検討した．IL-4
mRNA 発現比率は，PBS( ) 投与群 0.26  0.05 (mean  S.D.)，ジャングルハニー投与群 0.42 
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図 9 ジャングルハニーによる腹腔マクロファージ，肺胞マクロファージのサイトカイン及び NF-B mRNA
発現比率への影響
：非添加， ：JH，*: p < 0.05, **: p < 0.01
0.08で，PBS( )投与群と比べ，ジャングルハニー投与群において有意 (p < 0.05)な増加が認めら








1.62  0.26 (mean  S.D.)で，3H-Thymidineの有意な取り込みが認められたことから，ジャング





図 10 ジャングルハニーによる脾臓細胞のサイトカイン mRNA発現比率への影響
：非添加， ：JH，**: p < 0.01
図 11 ジャングルハニーによる細胞増殖への影響
：非添加， ：JH，**: p < 0.01
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加を 1とした場合，ジャングルハニー添加 1.14  0.22で，ジャングルハニー添加により，有意
な差は認められなかった（図 11a）．
3.5.2 CD19陽性細胞比率（％）
CD19陽性細胞比率は，ジャングルハニー非添加 39.44  5.43 (mean  S.D.)，ジャングルハニー













TLR4陽性細胞比率は，ジャングルハニー非添加 46.86  1.70 (mean  S.D.)，ジャングルハニー






図 12 ジャングルハニーの抗体産生機能と TLR4の関与
：野生型 (C3H/HeN)， ：TLR4欠損 (C3H/HeJ)
て 6つの分画 (Fr. 1～Fr. 6)に分け，抗体産生機能とサイトカイン mRNA発現比率を検討した．
3.7.1 PFC数
各分画のクロマト図は図 13a に示した．Fr. 1～Fr. 6 をマウスに投与した場合のPFC 数は，
PBS( )投与群 198.56  132.86/脾臓細胞 1  106 個 (mean  S.D.)，Fr. 1投与群 245.86  109.19，
Fr. 2投与群 820.64  109.19，Fr. 3投与群 292.48  34.04，Fr. 4投与群208.07  64.36，Fr. 5投与群
204.40  99.62，Fr. 6投与群 191.95  67.64で，PBS( )投与群と比べ，Fr. 2投与群において有意
(p < 0.001)な増加が認められた（図 13b）．熱処理した Fr. 2の PFC数は，PBS( )投与群 320.23
 9.29，熱処理 Fr. 2投与群 555.80  66.00で，PBS( )投与群と比べ，熱処理 Fr. 2投与群におい
て有意(p < 0.05)な増加が認められた（図 14a）．また，グルコン酸を投与した場合のPFC数につ
いては，PBS( )投与群 234.00  111.44，グルコン酸投与群 358.02  135.28で，PBS( )投与群
と比べ，グルコン酸投与群において有意な差は認められなかった（図 14c）．
3.8 IL-1と IL-6 mRNA発現比率
Fr. 2の IL-1 mRNA発現比率は，非添加 0.56  0.08 (mean  S.D.)，Fr. 2添加 1.05  0.13で，
非刺激と比べ，Fr. 2添加において有意(p < 0.01)な増加が認められた（図 13c）．熱処理 Fr. 2の
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図 13 ジャングルハニー分画による抗体産生機能とサイトカイン mRNA発現比率への影響
：非添加， ：Fr. 2，**: p < 0.01, ***: p < 0.001
図 14 熱処理 Fr. 2，グルコン酸による抗体産生機能及びサイトカイン mRNA発現比率への影響
：非添加， ：熱処理 Fr. 2，*: p < 0.05, ***: p < 0.001
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IL-1 mRNA発現比率は，非添加 0.66  0.20，熱処理 Fr. 2添加 1.07  0.27で非添加と比べ，熱
処理 Fr. 2添加において有意 (p < 0.05)な増加が認められた（図 14b）．また，グルコン酸の IL-1
mRNA発現比率は，非添加 0.37  0.32，グルコン酸 10 g/ml, 100 g/ml, 500 g/ml, 1mg/ml添加
0.39  0.17, 0.32  0.12, 0.35  0.13, 0.45  0.13で，非添加と比べ，グルコン酸添加において有意
な差は認められなかった（図14d）．
Fr. 2の IL-6 mRNA発現比率は，非添加 0.11  0.15 (mean  S.D.)，Fr. 2添加 0.43  0.12で，
非添加と比べ，Fr. 2添加において有意(p < 0.01)な増加が認められた（図 13c）．熱処理 Fr. 2の
IL-6 mRNA発現比率は，非添加 0.00  0.00，熱処理 Fr. 2添加 0.25  0.06で，非添加と比べ，















数の増加が報告 [19, 26, 27]されている．また，他の天然成分としては，Lua cylindrical（ヘチ


















示に関連する細胞表面抗原であるMHC class II抗原と CD86抗原，ヘルパー T細胞の抗原提示
に関連する細胞表面抗原である TCR抗原，CD3抗原，CD4抗原，CD28抗原及び B細胞の表面
抗原である CD19抗原陽性細胞比率を検討した．MHC class II抗原は，マクロファージなどの
抗原提示細胞に発現しており，貪食作用によって取り込まれた外来抗原は，細胞内でMHC class
II分子と結合し，細胞表面に発現して CD4陽性 T細胞の TCRに抗原を提示する．CD86は，ヘ
ルパー T細胞上の CD28に結合し，T細胞を活性化するのに必要な共刺激分子である．ジャン
グルハニーによる細胞表面抗原への影響については，ジャングルハニーの投与によるMHC class
































活性化やキラー T細胞を誘導する．また，Th2細胞は，IL-4によって誘導され，IL-4, IL-5, IL-6
などのサイトカインを産生し，抗体産生を促進する [41, 42]．脾臓細胞の IL-4 mRNA発現比率
は，ジャングルハニー投与により，有意な増加が認められた．蜂蜜によるIL-4産生に関する報
告はないが，他の天然成分としては，Astragali Radix（オウギ）や Boswellia carterii（ニュウコウ


















ム陰性菌を認識する受容体であり，LPSは CD14に結合し，CD14から TLR4と MD-2の複合
体に受け渡され，結合したシグナルはIBから NF-Bを解離させ，NF-Bを活性化し，マクロ
ファージを活性化させ，IL-1や IL-6などの炎症性サイトカイン遺伝子を発現し，炎症反応を


















た．また，Fr. 2投与により，抗体産生機能の増強が認められたことから，Fr. 2による IL-1と
IL-6 mRNA発現比率への影響について検討した．IL-1と IL-6 mRNA発現比率は，Fr. 2添加に
より，有意な増加が認められた．これらの結果より，ジャングルハニーの抗体産生機能の活性
成分は，Fr. 2に含まれることが示された．Fr. 2により，抗体産生機能の増強が認められたこと
から，Fr. 2に含まれる活性成分の性状について，120Cで 20分間熱処理した Fr. 2による抗体
産生機能と IL-1及び IL-6 mRNA発現比率への影響について検討した．PFC数は，熱処理 Fr. 2
投与により，有意な増加が認められた．IL-1と IL-6 mRNA発現比率は，熱処理 Fr. 2添加によ
り，有意な増加が認められた．これらの結果より，ジャングルハニーの有効成分は，Fr. 2に含ま
れ，熱に安定であり，標準物質である Polyethylene glycolを用いた標準曲線から，分子量約 206
～393の物質であると推定された．蜂蜜の有効成分に関しては，Manuka honeyは，5.8 kDaの物
質であり，TLR4を介して TNF-の産生を増加する報告 [12]がある．また，ローヤルゼリーの
有効成分として70 kDaの Major royal jelly protein 3, 55 kDaの apalbumin-1, 49 kDaの apalbumin-2
が報告されており，抗アレルギー作用やマクロファージを活性化し，TNF-の産生を増強する
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Jungle honey (JH) is a kind of honey that collected from timber and blossom by wild honeybees
in Nigeria. JH is used as a traditional medicine for colds, skin inflammation but not edible. We previ-
ously reported that JH enhanced immune functions of neutrophils. However, the eects of JH on immune
functions are not fully understood. Therefore, in this study, we investigated the eect of JH on antibody
production and its mechanism. The eect of JH on antibody production was measured by PFC assay
using Sheep Red Blood Cells (SRBC) as antigen in induction phase and expression phase of antibody
production. The number of Plaque Forming Cells (PFC) as antibody producing cell was significantly in-
creased in induction phase but not expression phase by JH injected mice compared with non-injected mice
with JH. The number of spleen cell was also increased in JH injected mice. Since the result of enhanced
antibody production in induction phase, the eect of JH on phagocytic activity was investigated. Phago-
cytic activity of peritoneal macrophages was not significantly dierence in JH-injected mice compared
with non-injected mice with JH. Cell surface antigens associated with antigen presentation and B cell
surface antigens were investigated. The percentages of MHC class II,CD86 positive cells of peritoneal
macrophages and TCR, CD28 CD3, and CD4 of spleen cells were not changed by JH ingection. The
percentage of CD19 positive cells of spleen cells was significantly increased by JH injection. The mRNA
expression of cytokines and transcription factor associated with antibody production were measured. IL-
1 mRNA expression of peritoneal cells, peritoneal macrophages and alveolar macrophages were signif-
icantly increased by JH. IL-6 mRNA expressions of peritoneal macrophages were significantly increased
by JH. From these results, we investigated the expression of NF-B mRNA as transcription factor of IL-
1 and IL-6. Expression of NF-B mRNA was significantly increased by JH. L-4 mRNA expressions of
spleen cells was also significantly increased by JH. Proliferation of spleen cells were increased by JH but
not non-adherent cells and B cells. We investigated the possibility of TLR-4 as recognize receptor of LPS
in enhancement of antibody production, cytokine and proliferation of spleen cells by JH using TLR-4
deficiency mice. The number of PFC was increased by JH in the both of wild type and TLR-4 deficiency
mice. The eective component of JH was fractionized from Fr.1 to Fr.6 by gel filtration using HPLC,
antibody production and cytokine mRNA expression were assessed using each fraction. The number of
PFC, IL-1 and IL-6 mRNA expressions were significantly increased by Fr. 2. Fr-2 was substance from
MW 206 to 393 and resistance for heat-treatment.
These results suggest a possibility that release of IL-1 and IL-6 from activated-macrophage throw
the increases of IL-1 and IL-6 mRNA expressions mediated with NF-B by JH impacts to Th2 cells,
these increased-IL-1 induce to enhancement of IL-4 production, increase of CD19 positive cell and
52 重吉　瑛里・竹内　　実
dierentiation from immature B cells via IL-6 to antibody producing cells, results in enhancement of
function in antibody production by JH.
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